急性髓系白血病(AML)是骨髓恶性克隆性疾病，由于造血干祖细胞的增殖失控、分化受阻从而导致正常造血不足[@b1]--[@b2]。作为原癌基因，WT1基因的过表达已被作为临床上检测AML微小残留病(MRD)的生物学标志。近几年WT1基因单核苷酸多态性(SNP)对疾病的影响受到人们的广泛关注，且研究热点主要集中在rs16754位点。该位点位于WT1基因突变热点区第7外显子[@b3]，存在明显的种族差异[@b4]，其与AML患者临床特征及预后的关系目前尚不明确。中国地区相关报道较少[@b3],[@b5]--[@b6]，我们以115例初发AML患者及177名健康志愿者为研究对象，采用高分辨熔解曲线(HRM)法进行WT1 rs16754多态性分型，研究其与AML发病风险、患者临床特征、缓解及生存情况的关系。

对象与方法 {#s1}
==========

一、研究对象

2010年1月至2013年12月在我院血液科确诊的115例初发AML(非M~3~)住院患者及177名健康体检者纳入本次回顾性研究。收集患者初发时骨髓样本和健康对照者外周血样本。对照组男96例，女81例，中位年龄49(11\~80)岁。所有AML患者按WHO(2008)标准进行诊断，其中男66例，女49例，中位年龄47(12\~80)岁。其中伴有重现性遗传学异常者8例，伴有t(8;21)(q22;q22)者6例，伴有inv(16)(p13q22)者2例；不做分类者104例(M~0~ 4例，M~1~ 3例，M~2~ 15例，M~4~ 44例，M~5~ 29例，M~6~ 8例，M~7~ 1例)；未知3例。所有入组患者均接受IA(去甲氧柔红霉素＋阿糖胞苷)、DA(柔红霉素＋阿糖胞苷)、MA(米托蒽醌＋阿糖胞苷)等标准"3+7"方案诱导缓解治疗，完全缓解(CR)后根据遗传学预后分层、经济情况及有无合适供者等情况给予后续强化巩固治疗或行造血干细胞移植术，未达CR者采用大剂量阿糖胞苷(Ara-C)为基础的方案\[FLAG(氟达拉滨＋Ara-C+G-CSF\]，Ara-C联合去甲氧柔红霉素或柔红霉素或蒽醌类药物)或含G-CSF的预激方案再诱导治疗，1\~2个疗程后评估是否达CR。以查阅病历和电话随访的形式进行随访，随访截止至2016年3月1日。总生存(OS)期定义为确诊至死亡或末次随访的时间。

二、SNP位点检测

1．基因组DNA提取：采用OMEGA DNA提取试剂盒提取AML患者骨髓及健康对照组外周血标本基因组DNA，放置−80 °C冰箱保存。

2．HRM法检测WT1 rs16754位点进行基因分型：通过GeneBank数据库在该位点两侧设计分型引物，上游：5′-CGTACAAGAGTCGGGGCTAC-3′；下游：5′-CCTCTTACTCTCTGCCTGC-3′。反应体系共10 µl，其中2× PCR Premix Taq酶5 µl(日本TaKaRa公司产品)，高低温内标MIX 0.2 µl，LC Green 0.7 µl，上下游引物(10 µmol/L)各0.1 µl，DNA模板1 µl, ddH~2~O补充至10 µl。反应条件：95 °C预变性5 min，然后95 °C 30 s, 60 °C 30 s, 72 °C 7 s，共35个循环；72 °C延伸7 min。接着95 °C 30 s, 25 °C 2 min; 94 °C 30 s, 24 °C 4 min。将含PCR产物的96孔板置于LightScanner ™ Instrument 96分析仪(美国Idaho Technology公司产品)中。采用高低温内标进行标准化校正，读取各标本基因型。

3．直接测序法验证基因分型：HRM法分型后各基因型随机抽取5个样本进行第7外显子(共151 bp)扩增。测序引物上游：5′-ACCTGCCACCCCTTCTTTG-3′；下游：5′-GCCCCACAGCCTCTTTACA-3′。反应体系为10×Taq缓冲液5 µl，dNTPs(10 µmol/L)1 µl，上下游引物(20 µmol/L)1 µl，MgCl~2~(1.5 mmol/L)3 µl，Taq DNA聚合酶(1 U/µl)3 µl，DNA模板4 µl, ddH~2~O补充至50 µl。产物长413 bp。反应条件为95 °C预变性3 min，然后95 °C变性30 s, 60 °C退火30 s, 72 °C延伸45 s，共35个循环；72 °C再延伸10 min。产物送北京华大基因研究院测序。

三、患者核型分析

所有患者骨髓样本均采用G显带技术判断核型是否正常。所有样本均分析20个分裂象。

四、FLT3-ITD突变分析

上游引物：5′-GCAATTTAGGTATGAAAGCCAGC-3′；下游引物：5′-CTTTCAGCATTTTGACGGCAACC-3′。反应体系：10 × Taq缓冲液2.5 µl，dNTPs(10 µmol/L)0.5 µl，上下游引物(20 µmol/L)1µl，MgCl~2~(1.5 mmol/L)1.5 µl，Taq DNA聚合酶(1 U/µl)1.5 µl，DNA模板2 µl，ddH~2~O补充至25 µl。反应条件为95 °C预变性3 min，然后95 °C变性30 s, 60 °C退火30 s, 72 °C延伸45 s，共35个循环，72 °C再延伸10 min。产物进行100 g/L聚丙烯酰胺凝胶电泳，凝胶成像系统拍照读取结果。

五、统计学处理

采用SPSS17.0软件进行数据分析。对健康对照组该位点基因型采用拟合优度卡方检验进行Hardy-Weinberg遗传平衡检验。AML患者各临床指标，计量资料采用中位数(极差)形式描述，组间比较采用非参数秩和检验；计数资料率的比较采用卡方检验或Fisher确切概率法。采用Kaplan-Meier法估算患者OS率，Log-rank检验比较组间OS率差异；多因素分析采用Cox比例风险模型。*P*\<0.05为差异有统计学意义。

结果 {#s2}
====

1．WT1基因rs16754位点基因型分布情况：115例初发AML患者中，GG型59例(51.3%)，GA型43例(37.4%)，AA型13例(11.3%)。健康对照组GG型94例(53.1%)，GA型72(40.7%)例，AA型11(6.2%)例。其中有1例M~5~患者多次采用HRM法分型失败，将其PCR产物送测序。随机抽取的15个样本直接测序结果与HRM法分型结果完全一致。两组间基因型分布差异无统计学意义(*P*=0.296)，且两组间年龄(*P*=0.472)、性别(*P*=0.596)分布差异也无统计学意义，即均衡可比。对照组基因型分布服从Hardy-Weinberg遗传平衡定律(*P*=0.938)。对于研究人群，rs16754 G为其主要等位基因，该位点基因型差异与AML发病风险无关。HRM法分型得到的标准化熔解曲线及基因分型图见[图1](#figure1){ref-type="fig"}，PCR扩增产物测序图见[图2](#figure2){ref-type="fig"}。由于AA基因型人数较少，故将AA、GA型合并起来进行后续分析。

![WT1基因rs16754多态性位点经高低温内标校正后的标准化熔解曲线(A)及基因分型图(B)](cjh-37-10-898-g001){#figure1}

![WT1基因rs16754多态性位点基因型测序图\
A、B、C分别为AA、GA、GG基因型（箭头所示为多态性位点）；D：GA基因型患者第7外显子移码突变（c.1299-1300insGCCC）（箭头所示为插入起始位置）](cjh-37-10-898-g002){#figure2}

HRM法分型失败的患者(M~5~型)经测序发现其WT1基因第7外显子发生移码突变，突变表现为该多态性位点后2个碱基处插入GCCC 4个碱基(c.1299-1300insGCCC)，从而导致翻译提前终止(p.V371P fsX16)，产生截短蛋白，导致DNA结合功能域蛋白的缺失([图2D](#figure2){ref-type="fig"})。该患者多态性位点为杂合型即GA型，患者未达到CR且伴有高白细胞、高乳酸脱氢酶(LDH)、高骨髓原始细胞，生存期仅为1个月。

2．AML患者WT1 rs16754不同基因型间临床指标比较：56例GA/AA型与59例GG型患者在骨髓原始细胞比例上差异有统计学意义(*P*=0.025)。在年龄、性别、WBC、RBC、HGB、PLT、中性粒细胞计数、LDH水平、WHO2008分型、染色体核型及FLT3-ITD突变上差异均无统计学意义(*P*值均\> 0.05)([表1](#t01){ref-type="table"})。

###### WT1基因rs16754 GG及GA/AA基因型急性髓系白血病(AML)患者临床指标比较

  临床特征                                        rs16754基因型              *P*值          
  ------------------------------------------- ---------------------- ---------------------- -------
  年龄\[岁，*M*(范围)\]                             46(12\~80)             48(13\~79)        0.825
  性别\[例(%)\]                                                                              0.483
   男                                                32(54.2)               34(60.7)        
   女                                                27(45.8)               22(39.3)        
  WBC\[×10^9^/L，*M*(范围)\]                    8.01(0.62\~227.99)     6.89(0.44\~355.25)    0.823
  RBC\[×10^12^/L，*M*(范围)\]                    2.29(1.13\~4.46)       2.35(1.43\~4.74)     0.479
  HGB\[g/L，*M*(范围)\]                        78.30(14.10\~138.00)   79.75(48.00\~148.00)   0.356
  PLT\[×10^9^/L，*M*(范围)\]                   41.90(1.75\~302.00)    50.40(2.60\~286.00)    0.455
  中性粒细胞绝对计数\[×10^9^/L，*M*(范围)\]       0.93(0\~30.00)       0.78(0.01\~32.04)     0.737
  LDH\[U/L，*M*(范围)\]                        308.5(80.0\~1 427.0)   345.0(9.7\~5 901.0)    0.804
  骨髓原始细胞\[*M*(范围)\]                    0.488(0.065\~0.930)    0.656(0.100\~0.940)    0.028
  WHO(2008)分型\[例(%)\]                                                                     0.439
   伴有重现性遗传学异常AML                                                                  
    伴有t(8;21)(q22;q22)                              3(5.1)                 3(5.4)         
    伴有inv(16)(p13q22)                                 0                    2(3.6)         
   不做分类的AML                                                                            
    M~0~                                              3(5.1)                 1(1.8)         
    M~1~                                              1(1.7)                 2(3.6)         
    M~2~                                             10(16.9)                5(8.9)         
    M~4~                                             24(40.7)               20(35.7)        
    M~5~                                             13(22.0)               16(28.6)        
    M~6~                                              4(6.8)                 4(7.1)         
    M~7~                                              1(1.7)                   0            
   未知AML                                              0                    3(5.4)         
  核型分析\[例(%)\]                                                                          0.357
   正常                                              51(86.4)               49(87.5)        
   异常                                               4(6.8)                7(12.5)         
   未做                                               4(6.8)                   0            
  FLT3-ITD突变\[例(%)\]                                                                      0.480
   是                                                 5(8.5)                7(12.5)         
   否                                                54(91.5)               49(87.5)        

3．AML患者WT1 rs16754不同基因型间化疗反应及生存情况的比较：59例GG型患者化疗后CR 51例(86.4%)，56例GA/AA型患者化疗后CR 47例(83.9%)，差异无统计学意义(*P*=0.704)。

115例患者中16例失访，99例获得生存情况数据，其中GA/AA组45例，GG组54例，共有5例患者行移植术，其中异基因造血干细胞移植2例，自体造血干细胞移植2例，微移植1例；GG组3例(5.6%)，GA/AA组2例(4.4%)，两组间移植率差异无统计学意义(*P*=1.000)。用Kaplan-Meier法估算患者OS率。经Log-rank检验，两组间OS率差异有统计学意义(*P*=0.035)([图3](#figure3){ref-type="fig"})。GG组患者OS率高于GA/AA组患者，提示等位基因A可能是预后的危险因素。利用Cox比例风险模型，对年龄(≥60岁和\<60岁)和性别两因素进行校正，结果显示rs16754位点A等位基因是AML患者生存情况的独立预后因素，GA/AA型患者死亡的风险高于GG型患者(*HR*= 1.681, 95% *CI* 1.046\~2.700，*P*=0.032)。

![急性髓系白血病患者WT1 rs16754 GA/AA基因型组与GG基因型组生存情况比较](cjh-37-10-898-g003){#figure3}

讨论 {#s3}
====

WT1基因位于染色体11p13，由10个外显子组成，长约50 kb，1990年首次被克隆，可以转录出3 kb的mRNA[@b7]--[@b8]。外显子1\~6编码含有N末端的转录调节结构域，外显子7\~10编码含有C末端的锌指结构域(4个)[@b8]。它在泌尿系统及造血系统疾病的发展中扮演重要角色[@b9]。

WT1 rs16754多态性表现为密码子可由CGA替换成CGG[@b10]，后者编码精氨酸是前者的两倍。另外，rs16754能够改变翻译的速率，从而潜在影响蛋白的折叠。WT1 SNP rs16754有两个等位基因：A、G，在亚洲人群中主要等位基因是G，而欧洲人群则为A，表现出明显的种族和地域差异。

在本研究中我们采用HRM法对115例初发AML患者骨髓及177名健康志愿者外周血样本WT1基因rs16754多态性位点进行基因分型，测序法验证分型准确性，结果显示该多态性位点与AML发病风险无关(*P*=0.296)。将患者分为GA/AA组和GG组，两组在年龄(*P*=0.825)、性别分布(*P*=0.483)上差异均无统计学意义。另外，两组各临床指标比较显示在WBC、RBC、HGB、PLT、中性粒细胞计数、LDH水平、WHO(2008)分型及核型情况两组差异均无统计学意义(*P*值均\>0.05)。FLT3-ITD突变是AML预后不良的一个指标，我们比较了两组FLT3-ITD突变率，结果发现两组间差异无统计学意义(*P*=0.357)。但GA/AA组骨髓原始细胞比例更高，差异有统计学意义(*P*=0.025)。

两组患者化疗CR率分别为86.4％和83.9%，差异无统计学意义(*P*=0.704)，提示该多态性位点与化疗敏感性无关。分析99例AML患者生存情况，GG组患者OS率高于GA/AA组(*P*=0.035)，提示等位基因A可能是预后的危险因素。用年龄(≥60岁和\<60岁)和性别两因素进行校正，结果显示rs16754位点A等位基因与AML患者预后有关，GA/AA型患者死亡的风险高于GG型患者(*HR*=1.681，95% *CI* 1.046\~2.70，*P*=0.032)。

中国学者对该多态性位点与AML预后关系的研究不多。早期一项对127例中国初发儿童AML该位点多态性的研究结果显示与WT1 AA、WT1 AG基因型患者相比，WT1 GG基因型患者OS和无复发生存(RFS)率明显提高[@b5]。Luo等[@b6]对112例成人AML(非M~3~)患者的研究得出WT1 GG基因型及WT1低mRNA表达提示更好的OS及无病生存。随后中南大学湘雅医院Zhang等[@b3]对中国南部地区205例初发AML患者及188名健康志愿者rs16754多态性位点与AML发病风险及预后关系的研究发现G为主要等位基因且与发病风险无关，相比WT1 GG基因型，WT1 GA、AA基因型患者mRNA表达量较低，提示好的预后，有更长的OS和RFS时间，尤其在老年患者组。本研究结果与Zhang等[@b3]的研究结果相似。

该多态性位点影响预后的可能机制不清，可能与药物的敏感性相关，另外，WT1 SNP的次等位基因A可能与其他基因的SNP有关联(如存在连锁不平衡现象)，而这些基因影响药物敏感性或机制，可能会改变那些决定AML良好预后的基因的功能。

综上所述，WT1 rs16754位点多态性与AML患者预后相关，A等位基因是一个独立的预后因子。由于样本量及随访时间等因素限制以及AML各亚型的异质性，其作用机制及对预后的影响尚需进一步研究和验证。
